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LATER -6- IER A LEE A AO SER 
序列 分 析 及 灌 育 相关 表达 
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(重庆 师范 大 学 昆虫 与 分 子 生物 学 研究 所 , 重庆 市 动物 生物 学 重点 实验 室 , 重庆 401331) 





摘要 : 海藻 糖 -6- 磷 酸 合 成 酶 (trehalose-6-phosphate synthase, TPS) 是 昆虫 海藻 糖 合成 途径 中 的 关键 酶 之 一 。 本 研究 
EXIT AU Delia antiqua 海藻 糖 -6- 磷 酸 合成 酶 基因 的 克隆 、 序 列 分 析 及 廊 育 相关 表达 的 分 析 , 旨 在 证 明 该 基因 在 
能 源 合成 以 及 抵御 高 温和 低温 环境 方面 发 挥 重 要 作用 , AE AAA A A IAE TIG o TR SUNG 
抑制 消减 杂交 文库 中 的 EST 序列 信息 , 设计 特异 性 引物 , 并 通过 RACE 技术 克隆 了 葱 则 海藻 糖 -6- 磷 酸 合成 酶 基因 
全 长 cDNA, 命名 为 DaTPS1 (GenBank 登录 号 : JX681124) , 其 全 长 为 2 904 bp, 开放 阅读 框 2 448 bp, 编码 815 个 
氨基 酸 , 推测 其 相对 分 子 质量 为 91.2 kD, 等 电 点 为 5.96。 生 物 信息 学 分 析 表 明 , 该 基因 编码 的 氨基 酸 序列 具有 
两 个 保守 结构 域 , 与 其 他 物种 TPS 具有 和 较 高 的 同 源 性 , 其 中 和 黑 腹 果 蝇 Drosophila melanogaster RARR, A 
基 酸 序列 一 致 性 为 92.1% ; 其 蛋白 质 三 维 结构 有 15 条 大 的 a 螺旋 和 11 股 反 向 平行 的 B BEDTEE. RT-PCR 分 析 表 
BH, DaTPSl 在 敬 蝇 非 滞 育 、 夏 沾 育 和 冬 沾 育 期 晴 中 都 有 表达 , 但 是 非 滞 育 期 各 时 期 表达 量 基本 没有 变化 , MER 
fit ES MA i ES RUE ES AAA EA, 学 育 保持 期 表达 量 较 低 , i eA TT TS o MENTE a e a 
Stitt BPA tit BH, TPS] 开始 催化 合成 较 多 的 海藻 糖 以 提高 沾 育 期 抵御 不 恨 环境 的 能 力 , Hit ES PRTPAD NE] 
新 陈 代谢 降低 ， 所 需 能 量 较 少 ,所 以 7PS1 处 于 低 水 平 表 达 状 态 , 而 洪 育 期 结束 后 ,里 生长 发 育 逐 渐 恢复 ,所 需 能 
量 有 所 增加 ,7PS1 的 表达 量 再 次 升 高 。 本 研究 对 揭示 昆虫 TPS 在 能 量 代 谢 通路 中 的 作用 及 昆虫 沛 育 的 分 子 机 理 
具有 一 定 的 科学 意义 。 
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Cloning, bioinformatic analysis and diapause-related expression of 
trehalose-6-phosphate synthase gene from the onion maggot, Delia 
antiqua ( Diptera: Anthomyiidae ) 
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Animal Biology, Institute of Entomology and Molecular Biology, Chongqing Normal University, 
Chongqing 401331 , China) 

Abstract: Trehalose-6-phosphate synthase ( TPS) is a key enzyme in trehalose synthesis pathway of 
insects. This research aims to clarify the important significance of TPS in the process of energy synthesis 
and against high and low temperature environment, and further understand the molecular mechanism of 
diapauses in the onion maggot, Delia antigua, through the cloning, bioinformatic analysis and diapause- 
related expression profiling of TPS. Based on an EST fragment from the suppression subtractive 
hybridization library of D. antiqua, TPS gene specific primers were designed, and its cDNA was cloned 
by RACE method and designated as DaTPS1 ( GenBank accession no. JX681124). The full-length 
cDNA of DaTPS1 is 2 904 bp in length with an opening reading frame ( ORF) of 2 488 bp encoding 815 
amino acids. The calculated molecular weight of the predicted protein DaTPS1 is 91. 2 kDa, with an 
estimated pI 5. 96. Homology searching showed that DaTPS1 has two conserved domains, and shares the 
highest amino acid sequence identity (92.1% ) with TPS1 from Drosophila melanogaster. The predicted 
three dimensional structure of DaTPS1 consists of 15 big alpha helices and 11 anti-parallel f-strands. 


RT-PCR analysis showed that DaTPS1 was expressed in non-, summer- and winter-diapausing pupae. 
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The expression level of DaTPS1 in different developmental stages of non-diapausing pupae was relatively 


stable. However, its expression was lifted in the prediapause stage, declined in the diapause stage, and 


then up-regulated in the post-diapause stage of both summer- and winter-diapausing pupae. The increased 


trehalose synthesis trigged by TPS1 in the prediapause stage of summer- and winter-diapausing pupae 


suggests an increase in resistance to environmental stresses during diapause development, and that the 


declined metabolism in the diapause stage results in the decrease in energy need so the expression of 


TPS1 is down-regulated in the stage. However, the growth and development at the postdiapause stage 


recover gradually and the energy need increases, so the expression of TPS1 is up-regulated again. The 


study has significance in understanding the role of TPS of insects in trehalose synthesis pathway and the 


molecular mechanism of insect diapause. 


Key words: Delia antiqua; diapause; trehalose-6-phosphate synthase; cloning; bioinformatic analysis; 


semi-quantitative RT-PCR 


海藻 糖 是 由 两 分 子 葡萄 糖 以 1, EEE HE 
而 成 的 非 还 原 性 双 糖 ,广泛 存在 于 微生物 、 动 物 和 
植物 体内 (Elbein et al., 2003) 。 海 藻 糖 是 能 源 和 碳 
源 的 储备 物 (Thevelein, 1984), 是 昆虫 主要 的 血糖 
成 分 ,为 昆虫 的 飞行 、 摄 食 、 寄 生 等 活动 提供 主要 
fem (Chung, 2008) , 也 是 重 日 质 和 生物 膜 分 子 在 
脱水 、 高 温 、 氧 自由 基 和 低温 等 恶劣 环境 中 的 稳定 
Hl ARIF Hl (Crowe et al., 1984) , 保证 了 昆虫 的 生 
理 适应 性 。 海 藻 糖 在 生物 体 中 的 合成 途径 有 5 种 ， 
最 主要 的 是 TPS/TPP 途径 。 在 这 个 途径 中 , ER 
糖 -6- 磷 酸 合 成 酶 ( trehalose-6-phosphate synthase, 
TPS) 在 海藻 糖 的 合成 过 程 中 起 关键 作用 , BRP 
酶 的 催化 作用 下 合成 6- 磷酸 海藻 糖 , 然后 在 海藻 6- 
PUR toe WR WE Ht ( trehalose-6-phosphate phosphatase, 
TPP) 作用 下 生成 海藻 糖 (GCiever et al., 1988; 
Reinders et al., 1997; Siebers et al., 2004) 。 

目前 ， 有 关 TPS 的 研究 主要 有 在 真菌 中 的 生物 
合成 、 昆 忠 各 组 织 中 的 表达 分 析 以 及 与 昆虫 潍 育 发 
育 的 相关 性 等 方面 。 在 昆虫 中 , BC MRR E 
Drosophila melanogaster 中 克隆 得 到 了 TPS FRA, Be 
后 从 一 些 其 他 昆虫 中 克隆 得 到 了 TPS, WRR N 
Aedes aegypti. Si [is FE bx. Culex quinquefasciatus. EH 3x 
FUER Spodoptera exigua. RRES 4 Helicoverpa armigera ~ 
AM KU Locusta migratoria manilensis 和 Hp KEA 
Sogatella furcifera( 张 道 伟 等 , 2012), PARAM, 
腹 东 蝇 中 TPS 突变 会 导致 幼虫 死亡 ( Chen et al., 
2002) , TPS 保证 了 甜 荣 夜 蛾 幼虫 的 正常 发 育 (Tang 
et al., 2010) , MARE He NB ACIE HAS TPS PAE ti 
育 期 表达 量 高 (Xu et al., 2009) , E E) Tir E329] 388 
HE (Hahn and Denlinger, 2007) 。 

73h Delia antiqua EI A H HEMER HA JE 


Delia 的 一 种 世界 性 农业 害虫 , 广泛 分 布 于 亚洲 、 欧 
洲 和 北美 , 主要 危害 北半球 温带 地 区 百合 科 蔬 沫 ， 
其 幼虫 外 入 鳞茎 内 取 食 , ERKA, MARA 
BIE (BRA oR AA UR , 1989; 王 永 卫 等 , 1990) 。 
FZE EHAA Yi f (winter diapause ) BY 32 Hr A 
(summer diapause) , (HAIR ENARA iX PERSE 
并 且 出 现在 同一 发 育 期 的 昆虫 之 一 ( Chen et al., 
2007); AMARA KRHA Bb B, ACT A MR i A 
ay Y NI EN AR 
PERE EMS LIH E TUR ARS. 海藻 糖 
EA Wai A al St E/E A ( Nomura and 
Ishikawa, 2001) , {EEA tg TPSI xx — HEHE, 
FH BOR PERE A AMIA ES MARE e 
AMARE TIA hit OPS is A AR ZT 
X FE (Hao et al., 2012) EST Fri, RETA 
TPSI 基因 的 全 长 cDNA 序列 , ait FAME, E 
日 质 三 维 结构 ， 并 运用 邻接 法 ( neighbor-joining 
method, NJ) 构建 了 代表 性 昆虫 TPS 系统 发 育 关 系 ， 
HERR T ZENERA ERA KiB MAA 
中 的 表达 规律 , TRA T BENEM BAB AER 
作用 。 本 研究 为 进一步 揭示 昆虫 TPS 的 功能 葛 定 
了 基础 , 对 阐明 昆虫 请 育 分 子 机 理 具 有 一 定 的 科学 


1 材料 与 方法 


1.1 ane TF SRS 
EE AC E HS EU] 
Tr] Fe B SCA AR MAS, 2010) 。 成 虫 饲养 在 温 
HE 23 +1.00, 光 周 期 为 16L:8D, 相对 湿度 50% ~ 
70% 条 件 下 。 黎 蝇 非 沛 育 幼 虫 和 晴 饲 养 在 温度 18 + 
0.2% , 光 周 期 16L:8D, 相对 湿度 50% ~70% 的 条 
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IFF. ERASE AMA ASA 15 +0.2, 26 
周期 12L: 12D, 相对 湿度 50% ~70% 条件 下 。 夏 沛 
R4 S mili a 25 + 0.5%C, 光 周期 16L: 8D 和 
相对 湿度 50% ~70% 的 条 件 下 。 

收集 下 列 各 时 期 肾 用 于 新 蝇 TPS1 基因 表达 和 
克隆 所 用 总 RNA 的 提取 。 非 滞 育 各 时 期 肾 : 头 外 
翻 时 期 的 肾 ( 化 肾 后 第 1 和 2 天 )、 游 离 脂肪 体 在 眼 
区 中 央 出 现时 期 的 肾 ( 第 2.5, 4, 5 和 6 天) 、 呐 色 
体 开 始 出 现 并 移动 时 期 的 晴 ( 第 9.5 天 ) 和 肾 体 开 
MA ERAMOS 14 R) a Ae tA 
HA: 头 外 翻 时 期 的 晴 ( 第 0.5 和 1.5 天 )、 游 离 脂 
肪 体 在 眼 区 中 央 出 现时 期 的 晴 ( 第 2, 4, 8 和 14 
天 )、 黄 色 体 开始 出 现 并 移动 时 期 的 晴 ( 第 20 天 ) 和 
肾 体 开始 覆盖 附 毛 时 期 的 肾 ( 第 26 A). 4m A BiU 
后 各 时 期 晴 : 头 外 翻 时 期 的 晴 ( 第 2 和 3 天 )、 游 离 
脂肪 体 在 上 腿 区 中 央 出 现时 期 的 晴 ( 第 10, 20, 50 和 
85 A) 和 腹面 头 胸 分 界线 出 现时 期 的 晴 ( 第 99 天) 。 
所 取 肾 分 别 用 小 管 封 淡 并 标记 ,立即 放 入 液 氨 中 ， 
保存 于 -807 备 用 。 头 外 翻 时 期 对 应 清 育 前 期 , 游 
离 脂肪 体 在 眼 区 中 央 出 现时 期 对 应 滞 育 发 育 保 持 期 
AI ES AES RE IER, 腹面 头 胸 分 界线 出 现时 期 到 师 
体 开始 履 盖 紧 毛 时 期 对 应 淖 育 后 期 ( 歼 万 顺 等 ， 
2012 ) 。 
1.2 主要 试剂 

FARK: 大 肠 杆菌 DH5a 为 本 实验 室 保存 。 

酶 和 试剂 : pMD19-T、rTaq DNA R A HE, 
dNTPs, Marker (TaKaRa 公司 ); RevertAid”” First 
Strand cDNA Synthesis Kit 逆转 录 试 剂 盒 (Fermentas 


公司 ); RACE 试剂 盒 SMART" RACE cDNA 
Amplification Kit (Clothech 公司 ); RNA 提取 试剂 
Trizol Reagent (Invitrogen 公司 ); DNA 腕 回收 试剂 
盒 ( 上 海 生 工 生 物 工 程 有 限 公 司 ) 。 其 他 试剂 为 国 
产 分 析 纯 试剂 。 
1.3 RNA 的 提取 及 cDNA 合成 

K ERAR S MIE A RAME 3 A, MA 
RERI, 用 Trizol 试剂 按 操作 说 明 提 取 总 RNA 
(Invitrogen 公司 ) , 将 提取 的 总 RNA 溶解 于 无 落水 
中 ,经 过 10 的 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 和 NanoDrop 检测 完 
整 性 和 浓度 后 保存 。 按 照 RevertAid ^ First Strand 
cDNA Synthesis Kit ( Fermentas 公司 ) 方 法 , 分 别 取 
1 hg 总 RNA 合成 第 一 链 cDNA, 保存 于 - 20, H 
Pa Se au TPS 半 定 量 表达 分 析 。 部 分 总 RNA 
按照 SMART™ RACE cDNA Amplification Kit 
(Clontech 公司 ) 方 法 合成 第 一 链 cDNA, cDNA 用 于 
ala TPS1 克隆 。 
1.4 AH TPS1 5'4 340 3’ Am cDNA 的 克隆 
1.4.1 引物 设计 : ETAR BAA A TH DA 
杂交 文库 的 EST 序列 (Hao et al., 2012) 鉴定 出 了 一 
条 TPS EST 序列 , 全 长 710 bp, 其 编码 的 氨基 酸 序 
Jj 5j AN E RM Hy TPSI ( GenBank 登录 号 : 
EDV57723) 编码 序列 一 致 性 达 88% ,其 功能 和 保守 
区 完全 吻合 。 据 此 EST 片段 , 利用 Primer 5.0 软件 
为 5 末端 扩 增 和 3 “末端 扩 增 分 别 设 计 了 2 条 特异 性 
引物 ( 表 1)。 
1.4.2 5'-RACE J 1%. 采用 SMART RACE PCR 和 
KIL PCR I A T5" R m E, BER FEN 5] 


表 1 本 研究 中 所 用 到 的 引物 
Table 1 Primers used in the study 


引物 名 称 


Primer name 


引物 序列 (5 -3^) 


Primer sequence 


TPSIRI GGGTTTGATTCTGGTATAGGCTCATTGGG 

TPSIR2 CCGGCATAGAGTGGAACAATGGCC 

TPS1F1 GGCCATTGTTCCACTCTATGCCGG 

TPS1F2 CCGTTTGTTCCCATGGTCGGATG 

CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT 

UMP CTAATACGACTCACTATAGGGC 
NUP AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT 

TPS1F3 TIGTTCCACTCTATGCCG 

TPS1R3 TCTTCTGCTTGTTCACGC 
18SF TTAAGCCATGCATGTCTAAGTAC 


185R TCTCAGGCTCCCTCTCCGGAATCG 


引物 用 途 


Primer usage 


TEETE 
5' and 3' cDNA end amplification (RACE) 


半 定 量 RT-PCR 


Semi-quantitative RT-PCR 


4 期 李 


但 不 含有 经 典 的 ploy( A) 加 尾 信号 AATAA, 
2.2 DaTPS1 编码 蛋白 质 的 特性 和 氨基 酸 序 列 
分 析 

通过 软件 Compute pl/Mw 分 析 显 示 , 该 基因 编 
码 的 和 蛋 日 理论 分 子 量 为 91.2 kD ， 等 电 点 为 5. 96, 
未 发 现 信 号 肽 存在 , 重 日 质 亚 细 胞 定位 预测 显示 该 
E HEN TARIF. BARA TT aR eA 
DaTPS 有 两 个 保守 功能 区 : TPS( 第 18 ~ 499 位 氨基 
酸 , E =6. 40e - 135) Al TPP( 3 535 ~ 762 位 氨基 
ie, E=1.30 e-36)(& 3), 

将 DaTPS1 cDNA 编码 的 氨基 酸 序列 与 TPS € 
H JE Fe WR Ba HE Be Ae ET EXT, OR He HH ZA a 
DaTPS1 5 Bi ug D. melanogaster TPS1 24 JE Eg y 


源 等 : 痪 蝇 海 荣 糖 -6- 磷 酸 合成 酶 基因 的 殉 隆 、 序 列 分 析 及 沛 育 相关 表达 
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列 相似 性 最 高 (一 致 性 =85.6% , 相似 性 292.196), 
其 次 是 与 拟 果 蝇 D，simulans、 埃 及 伊 蚊 A. aegypti 
HBOS ZEW C. quinquefasciatus TPS， 其 一 致 性 分 别 
是 84.7% ,73.4% 和 71.0%( 表 2)。 
2.3 ”系统 发 育 关系 分 析 

选择 了 代表 性 的 11 个 TPS( 包 括 DaTPS1) CX 
2) 氨 基 酸 序列 , 使 用 中 国 对 是 同 源 TPS 作为 外 群 构 
建 了 系统 发 育 树 ,并 用 bootstrap 1 000 次 重复 对 其 
分 文 作 了 统计 检测 (图 4)。 最 终结 果 表 明和 翘 蝇 
TPS1 与 黑 腹 果 晶 和 拟 果 晶 的 TPSI 最 近 ，bootstrap 
值 达 10096, RR— X. XGHH. SOSHH. BAA. 
48 BERE TPS 形成 不 同 分 文 ，bootstrap 值 大 
750% 。 


R2 fü TPSI 510 种 其 他 昆虫 及 中 国 对 是 同 源 TPS 的 一 致 性 和 相似 性 
Table 2 The identity and similarity of DaTPSP1 with homologs from other insects and shrimp Fenneropenaeus chinensis 
WR GenBank 登录 号 一 致 性 (% ) 相似 性 (% ) 
Species GenBank accession number Identity Similarity 
Ig Rm Drosophila melanogaster NP. 523522.1 85.6 92.1 
JU Rda Drosophila simulans ABHO06643. 1 84. 7 91.7 
RRR WC Aedes aegypti XP. 001657813. 1 73.4 83.8 
SUR FEY. Culex quinquefasciatus XP. 001850998. 1 71.0 82.1 
棉铃 虫 Helicoverpa armigera ACH88521. 1 69.1 79.5 
甜菜 夜 峨 Spodoptera exigua ABM66814.2 69.4 79.7 
斜纹 夜 蛾 Spodoptera litura ADA63844. 1 69.2 79.3 
东亚 飞 蝗 Locusta migratoria manilensis ABV44614. 1 67.5 77.4 
dg KA Nilaparvata lugens ACV20871.1 66.7 78.2 
HE KA Sogatella furcifera AFK64819. 1 66.7 78.0 
中 国 对 是 Fenneropenaeus chinensis ACD74843. 1 53.4 69.0 














50 
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图 4 


Drosophila antiqua 
Aedes aegypti 


Helicoverpa armigera 
Spodoptera exigua 

100— Spodoptera litura 

Locusta migratoria manilensis 


Nilaparvata lugens 


100” Sogatella furcifera 


100 r Drosophila melanogaster 


Drosophila simulans 


WE Diptera 


Culex quinquefasciatus 


38 E Lepidoptera 





38 E Orthoptera 


| 3458 H Hemiptera 


Fenneropenaeus chinensis 


11 种 昆虫 TPS 的 邻接 (N-J) 树 


Fig. 4 The Neighbor-Joining (NJ) tree of TPS from 11 insects 


用 中 国 对 是 F. chinensis 同 源 TPS 序列 作为 外 群 , 大 于 50% 的 Bootstrap 值 标记 在 树 的 分 支 节 点 上 , 标尺 代表 遗传 距离 , 各 种 中 文 名 及 其 TPS 
序列 的 基因 库 登 录 号 见 表 2。The homologous TPS proteins of F. chinensis are used as an outgroup, percentage bootstrap values higher than 50% are 


indicated on each branch and the scale bar indicates the genetic distance. The Chinese names of species and their GenBank accession numbers of TPS 
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